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研究成果の概要：がん細胞・腫瘍組織および正常細胞・正常組織における二硝酸イソソルビド
（ISDN）の放射線照射時の薬理作用および放射線増感剤としての作用メカニズムを、治験薬検
討指針に基づいて、染色体異常の誘発、DNA 損傷の誘発およびその修復制御、細胞周期制御、
アポトーシスの誘発およびその制御、血管新生の誘発およびその制御等の局面から詳細に明ら
かにし、臨床試験の実施に必要となるエビデンスの蓄積を図り、ISDN が放射線増感剤として
臨床応用可能であることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 放射線がん治療の治療成績向上のため、
新たな放射線増感剤の開発は重要な課題
である。腫瘍組織は正常組織に比べ、血
管に乏しく低酸素環境下にある。放射線
による殺細胞効果の約 7 割は、放射線と
組織中の水分子および酸素分子との反応
産物である活性酸素種（Reactive Oxygen 
Species、ROS）等のラジカルによる DNA
損傷に起因する。そのため低酸素環境下
のがん細胞は放射線抵抗性を示す。従っ
て腫瘍組織に十分量のラジカル発生源分
子の供給が可能となれば放射線による抗
腫瘍効果の増強が可能となる。 
(2) 1990 年代から NO ラジカル発生剤が放射
線増感作用をもつという報告は数多く見
受けられるが、何れも臨床応用不可能な
NO ラジカル発生剤および培養がん細胞
を用いた実験成果である。B. Gallez の研
究グループのみが ISDN の放射線増感剤
としての可能性を移植腫瘍を用いて報告
している（Int. J. Cancer, 103: 138-141, 
2003: Int. J. Cancer, 109: 768-773, 2004）。
しかしながら ISDN の放射線照射時の薬
理作用、ISDN による放射線増感の作用メ
カニズム等不明な点が多く、臨床試験の
実施に向けてさらに詳細な基盤的知識の
蓄積が必要と考えられる。 
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(3) ROS と同様に DNA 損傷能を有し、さらに
血管拡張作用及び血管新生促進作用を有
する活性窒素種（Reactive Nitrogen Species, 
RNS）、特に一酸化窒素（NO）ラジカルに
着目し、狭心症治療薬として臨床応用さ
れている ISDN を放射線増感剤として応
用しようとする点が本研究課題の特色で
あり、独創的な点である。ISDN は既に臨
床応用されている薬剤であるので副作用
等の問題は少ないことが予想され、集学
的がん治療の新たな治療法の開発・発展
に迅速に貢献できる研究課題と考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
がん細胞・腫瘍組織および正常細胞・正常
組織における ISDN の放射線照射時の薬理作
用および放射線増感剤としての作用メカニ
ズムを、 
(1) 放射線照射時の ISDN の薬効・薬理作用 
(2) 放射線照射時の ISDN の薬物動態 
(3) 放射線照射時の ISDN の安全性・副作用 
(4) 放射線と ISDN との相互作用 
(5) 放射線照射時の ISDN の用法・用量 
等の治験薬検討指針に基づいて、染色体異常
の誘発、DNA 損傷の誘発およびその修復制御、
細胞周期制御、アポトーシスの誘発およびそ
の制御、血管新生の誘発およびその制御等の
局面から詳細に明らかにし、臨床試験の実施
に必要となるエビデンスの蓄積を図ること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞を用いた検討 
① 細胞：ヒト正常線維芽 AG1522 細胞、ヒト
非小細胞肺がん H1299 細胞（p53 欠損）に
正常型 p53 発現ベクターを導入した
H1299/wtp53 細胞および変異型 p53 発現ベ
クターを導入した H1299/mp53Ala143 細胞、
H1299/mp53His175 細胞、H1299/mp53Trp248 細
胞を用いた。培養には Dulbecco’s modified 
Eagle medium に 10% FBS、20 mM HEPES
および Antibiotics cocktail を添加したもの
を用いた。 
② X 線照射：X 線発生装置（H-150、HITEX
社）を用いて、5 mA、130 kVp で 0～10 Gy
を照射した。 
③ ISDN 処理：ISDN を 0.01～0.3 mM の濃度
で培養液に添加し、各種アッセイも ISDN
存在下で行った。ISDN から発生する NO
ラジカルの寄与をNOラジカルの特異的捕
捉剤である 10 mM carboxy-PTIO を ISDN
と同時添加し、検討した。 
④ 生存率の定量：Clonogenic assay 法により
行った。 
⑤ アポトーシス誘導量の定量：Hoechst33342
で試料を染色し、蛍光顕微鏡下で全細胞数
およびアポトーシス細胞数を計測した。 
⑥ γH2A.X のフォーカス形成の定量：試料を
メタノール固定後、抗 γH2A.X 抗体処理し、
引き続き FITC 結合抗マウス IgG 抗体処理
により、当該フォーカスを可視化し、蛍光
顕微鏡下で当該フォーカス数を計測した。 
(2) 移植腫瘍を用いた検討 
① 腫瘍： H1299/wtp53 細胞、H1299/mp53Ala143
細 胞 、 H1299/mp53His175 細 胞 、
H1299/mp53Trp248 細胞をヌードマウスの大
腿部に移植し、腫瘍径が 10 mm に到達し
た時点で実験に用いた。 
② X 線照射：X 線発生装置（H-150、HITEX
社）を用いて、10 mA、220 kVp で 0～10 Gy
を照射した。厚さ 5 mm のアクリル板に移
植腫瘍が直径 2 cm の中に放射状に配列す
るようにマウスを固定し、厚さ 5 mm の鉛
板に直径 3 cm の穴を開けた遮蔽版を用い
て移植腫瘍にのみ照射した。 
③ ISDN 処理：腫瘍径から腫瘍体積を算出し、
最終濃度が 0.3 mM となるように ISDN を
腫瘍局部へ、X線照射 2時間前に注入した。
ISDN から発生する NO ラジカルの寄与を
NO ラジカルの特異的捕捉剤である 10 mM 
carboxy-PTIO を ISDN と同時に腹腔内投与
し、検討した。 
④ 腫瘍体積の計測：腫瘍の長径（L）および
短径（l）をノギスで測定し、 
腫瘍体積（V）= 1/2 x (l)2 x (L) 
 上記式に測定値を代入して腫瘍体積を算
出した。 
⑤ アポトーシス誘導量の定量：照射後 48 時
間目に腫瘍を摘出し、中性ホルマリン固定
後、パラフィン切片を作製し、ApopTag® 
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit を
用いて TUNEL 法によりアポトーシス細胞
を染色し、誘導量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞生存率による ISDN の放射線増感効
果の検討 
① ヒト正常細胞への ISDN の放射線増感効
果：ISDN（0.3 mM）は、AG1522 細胞に対
して、増殖期および静止期何れにおいても
増感効果を全く示さなかった。 
② H1299/wtp53 細胞、H1299/mp53Ala143 細胞、
H1299/mp53His175 細胞、H1299/mp53Trp248 細
胞への ISDN の放射線増感効果：ISDN は、
何れの細胞に対しても、顕著に濃度依存的
な増感効果を示した。 
③ ISDN によるがん細胞に対する放射線増感
効果は、10 mM carboxy-PTIO の添加により
ほぼ完全に消失した。 
(2) アポトーシス･インデックスによる ISDN
の放射線増感効果の検討 
① ヒト正常細胞への ISDN の放射線増感効
果：ISDN（0.3 mM）は、AG1522 細胞に対
して、増殖期および静止期何れにおいても
放射線誘発アポトーシスの促進は認めら
れなかった。 
② H1299/wtp53 細胞、H1299/mp53Ala143 細胞、
H1299/mp53His175 細胞、H1299/mp53Trp248 細
胞への ISDN の放射線増感効果：ISDN は、
何れの細胞に対しても、顕著に濃度依存的
な放射線誘発アポトーシスの促進が認め
られた。 
③ ISDN によるがん細胞の放射線誘発アポト
ーシスの促進は、10 mM carboxy-PTIO の添
加によりほぼ完全に抑制された。 
(3) γH2A.X のフォーカス･アッセイによる
ISDN の放射線増感効果の検討 
① ヒト正常細胞への ISDN の放射線増感効
果：ISDN（0.3 mM）は、AG1522 細胞に対
して、増殖期および静止期何れにおいても
放射線誘発 γH2A.X フォーカス形成の促進
は認められなかった。 
② H1299/wtp53 細胞、H1299/mp53Ala143 細胞、
H1299/mp53His175 細胞、H1299/mp53Trp248 細
胞への ISDN の放射線増感効果：ISDN は、
何れの細胞に対しても、顕著に濃度依存的
な放射線誘発 γH2A.X フォーカス形成の促
進が認められた。 
③ ISDN によるがん細胞の放射線誘発
γH2A.X フォーカス形成の促進は、10 mM 
carboxy-PTIO の添加によりほぼ完全に抑
制された。 
(4) ISDN の毒性試験の検討：0.3 mM の ISDN
において、何れの細胞においても ISDN 単
独処理での細胞死は認められず、ISDN の
毒性は無視できるものと判断された。 
(5) 腫瘍増殖遅延による ISDN の放射線増感
効果の検討 
① 移植腫瘍への ISDN の放射線増感効果： 
H1299/wtp53 腫瘍、H1299/mp53Ala143 腫瘍、
H1299/mp53His175 腫瘍、H1299/mp53Trp248 腫
瘍の何れに対しても、増感効果を示し、顕
著な腫瘍増殖遅延が認められた。 
② ISDN による移植腫瘍に対する放射線増感
効果は、10 mM carboxy-PTIO の腹腔内投与
によりほぼ完全に消失した。 
(6) 移植腫瘍での ISDN による放射線誘発ア
ポトーシス誘導促進の検討 
① H1299/wtp53 腫瘍、H1299/mp53Ala143 腫瘍、
H1299/mp53His175 腫瘍、H1299/mp53Trp248 腫
瘍の何れに対しても、放射線誘発アポトー
シスの促進効果を示した。 
② ISDN による移植腫瘍に対する放射線誘発
アポトーシスの促進効果は、 10 mM 
carboxy-PTIO の腹腔内投与によりほぼ完
全に消失した。 
 
以上の結果より、 
(1) ISDN には 0.3 mM の濃度まで毒性がほと
んど無いことが明らかとなった。 
(2) ISDN に放射線増感効果のあることが培
養細胞のみならずヌードマウス移植腫瘍
においても明らかとなった。 
(3) ISDN による放射線増感効果は、腫瘍細胞
に対して特異的であり、正常細胞には増
感効果を示さないことが明らかとなった。 
(4) ISDN による放射線増感効果は、がん抑制
遺伝子 p53 のステータスに依存せず、正
常型および変異型 p53 を保有する細胞何
れにも増感効果を示すことが明らかとな
った。 
(5) ISDN による放射線増感効果は、NO ラジ
カルの特異的捕捉剤である carboxy-PTIO
を添加あるいは投与することにより抑制
されることから、この増感効果には NO
ラジカルが大きく寄与していることが示
唆された。 
(6) ISDN から発生する NO ラジカルによる放
射線増感効果は、腫瘍細胞の DNA に 2 本
鎖切断を誘発することによるものである
ことが γH2A.X のフォーカス･アッセイの
結果から示唆された。 
(7) ISDN から発生する NO ラジカルによる放
射線増感効果は、放射線誘発アポトーシ
スの促進によるものであることがアポト
ーシス･アッセイ（培養細胞での蛍光色素
染色法および移植腫瘍組織での TUNEL
法）の結果から示唆された。 
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